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SIN GARANTIA DEL GOBIERNO EN CUANTO A LA WOVE DAD, CONVENIENCE A, UTI LI- 
DAD E IMFORTANCIA DEL OBJETO SOBRE QUE RECAE. 

Cumplidos Jos requisites prevenidos en el vigente Estatuto de la Pro- 
piedad Industrial, se expide el presente CERTIFICADO-TITULO, acreditativo de 
la conceston del registro de patente de invention, cuyos datos constan en la descrip- 
tion que figura como primera hoja de la Memoria adjunta, y segun el contenido de 
la misma. De acuerdo con las condidones establecidas en el mencionado Estatuto, se 
otorga al concesionario el derecho a la explotacion exclusive del objeto de la patente 
de invencion en todo el territorio espanol. 

El registro ha quedado otorgado, sin perjuicio de terceros, por veinte 
anos. Para mantener en vigor la protection que se otorga, el concesionario debera 
acreditar su explotacion dentro del termino de tres anos a partir del dfa de fa fecha, 
u ofrecer licencia de explotacion dentro del plazo indicado o de cuatro anos a partir 
del deposito de la solicitud de patente y abonar cada ano las tasas establecidas eri la 
legislation vigente. 

25 HAP. 1985 

Madrid, 

EL DIRECTOR DEL DEPARTAMENTO 
DE PATENT ES Y MODE LOS 
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Se conocen ya las preparaciones de- lipasa irsaovi 
lizada para la transesterificaci6n de grasas. Asi, en la 
solicitud de patente Danesa ne 563/77* que corresponde a 
la pateirte de EE.UU. n2 4» 275*081, se describe una prepara 
ci6n de lipasa inmovilizada, en la que la lipasa se produ- 
ce por f ermentacidn de especies que pertenecen a I03 g6ne- 
ros Rhizopus, Ceotriehum o Aspergillus, y en la que la li- 
pasa se fija sobre un soporte en. partlculas indiferenfce i 
que puede ser tierra de infusorios o altimina,. y que iaues- 
tra una superficie especifica muy alta (es decir parti au- 
las de soporte pequenas y porosas) para lograr la activi- 
dad enzim&tica elevada necesaria. La interesterif icaci&i 
puede efectuarse de modo discontinue sin disolvente con es 
ta preparaci6n de lipasa iruaoviliz&da; sin embargo, con- os 
ta preparaci6n de lipasa inmovilizada no puede ef ectudrse 
una inter est erif icaci6n continua en una columna a cs'cala 
industrial sin la presencia de un disolvente, que fca.de se 
pararse despuds, a causa del fcecho antes indicado de que 
la preparaci 6n consta de pequenas parti culas, que durante 
el funcionamiento de la columna generaria una p^rdida de 
carga inaceptablemente alta. Adem&s, una comunicaci6n ?re- 
sentada en Enz. Eng* Kasfcikojima, Jap6n, 20-25 sept. 1981 
y el articuio publicado en el European Journal ox Applied 
Microbiology and Biotechnology, n2 14, p£ginas 1-5 (1982) 
indica que una preparaci6n de lipasa inmovilizada cue com- 
prende lipasa de Rhizopus delemar y una resina. cazabiadora 
de aniones fuerte (con grupos amonio cuaternarios) puede 
visarse para la interesterif icaci<5n con n-hexano cono disoi 
vente. La recuperaci6n de enzima segito esta3 ref ercncias 
es muy baja, sin exbargo. AderidSj en la sclioitud de paten 
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te Europea publicada con el n$ de public.aci.6n 0069599 se 
describe una reestructuraci6n 0 redisposici6n enziia£tica 
de grasa, en la que se usa una lipasa de especie Aspergi- 
llus, especie Rbizopus, Kucor Javanicus o teucor miebei co- 
mo enzima de interesterificaci6n. El enzima estd sopqrtado 
sobre un soporte, por ej. Celite. En todos los ejemplos de 
esta solicitud de patente Europea, ref erente a la interes- 
terificaci6n continua en una columna, se usa un disolVon*- 
te. 

As! pues, en los procedimientos de la t£cnic^ an 
terior el disolvente se U3a para disminuir la viscosidad 
del material graso de partida, para asegurar un funciona- 
miento tan regular de la columna coimo sea posible. Hasta 
ab.ora .se ba considerado prdcticamente imposible evi-£ar'el 
disolvente en estos procedimientos de interesterif ie3<?±6n 
continua a escala industrial, a causa de la elevada. p&rdi- 
da de carga en la columna, aun cuando sean evidentes * las 
ventajas tficnicas asociadas a la eliminaci6n de disolvente 
de estos procedimientos de interesterif icaci6n. 

En la solicitud de patente Europea publicada con 
el n2 35.883 se describe que puede prepararse una prepara- 
ci6n de lipasa inmovilizada destinada a la interesterifica 
ci6n de grasas poniendo en contact o una disoluci6n acuosa 
de lipasa microbiana con un soporte inerte en partlculas, 
y secado posterior. La preparaci6n de lipasa inmovilizada 
as! producida puede usarse para la interesterificaci6n de 
grasas, pero s6lo si las grasas se mezclan con los 6steres, 
relativamente costosos, de alquilo inferior de dcidos gra- 
sos, por ej. palmitato de metilo, que se usan como Rentes 
auxiliares uara evitar los disolventes; de otra foriria sur- 
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girlan problemas de solubilidad y viscosidad* 

Asi, el objetp de la invenci6n es proporcionar 
un mfitodo de producci6n de vena preparaci6n de lipasa imao- 
vilizada que abre la posibilidad de efectuar la intereste- 
rificaci6n continua sin disolvente ni otro agent e auxiliar 3 
de.un Bodo econ6micamente factible* 

Ahora, sorprendentemente y segiin la invenci6n, 
se ha encontrado que un m6todo de producci6n de una pre r pa- 
raci6n de lipasa inmovilizada, que se Ueva a cabo muy f&- 
cilinente, a saber, por simple mezcla de una disoluci 6n 
acuosa de lipasa y una resina cambiadora de iones, y que 
comprende una combinaci<5n especlfica de una categorla espe 
cificada de resinas cambiadoras de iones y una proporcitfn 
especif icada de agua en la preparaci6n final de lipasa- in- 
movilizada, abre la posibilidad de llevar a cabo lainter- 
esterificaci 6n continua sin disolvente ni otro agent'e/axwei 
liar costoso, de un modo econ6micainente factible. 

Asl, el m6todo segiin la invenci6n para la produc 
ci6n de una preparaci6n de lipasa inmovilizada destinada a 
la intere3terif icaci6n de grasas se caracteriza por el he- 
cho de que una disoluci6n acuosa de lipasa microbiana se 
pone en contacto con una resina cambiadora de aniones d£~ 
bil, en partlculas y macroporosa que contiene grupos amini 
cos primarios, y/o secuhdarios y/o terciarios, y que mues- 
tra un tamano de particula relativamente grande, adecuado 
para el funcionamiento de la columna sin una excesiva p6r- 
dida de carga, en condiciones en las que la lipasa estd 
unida a la resina cambiadora de aniones durante un perxodo 
suficiente para vmir la cantidad deseada de lipasa a la re 
sina cambiadora de aniones, tras lo cual la lipasa injncvl- 
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lizada asl formada se separa de la fase acuosa y la lipasa 
inmovilizada separada se seca hasta un contenido de agua 
de entre alrededor de 2 y 40j£. 

Se describe de modo general, en las solicitudes 
de patente publicadas Alemanas Nos* 2 905 671 y 2 805-950, 
las solicitudes de patente Japonesa publicadas Nos« 
54-76892 y 57-152886, la patente de los EE.UU/nS 4 170 696 
y Chem Abs. Vol 82, 278l9d, que pueden inmovilizarse 
mas, incluyendo lipasas, por medio de resinas cambiadoras 
de aniones en parti culas. En primer lugar, sin embargo, r no 
existe ningiin m£todo universal de iniaovilizaci6n adecuado 
para todos los enzimas y todos los sustratos, sino que tie 
ne que' idearse un m&todo especlf ico de inmovilizaci6n para 
cualquier enzima especlfico y cualquier sustrato especif i- 
co, sobre el que se supone que el enzima actiia. Sin'-empar- 
go, : en segundo lugar, las lipasas son enziiaas extrapr.dxna- 
rios en el sentido de que la actividad enzim&tica ac:ti5.a en 
una interfase entre dos fases, lo que significa que la in- 
movilizaci<5n de las lipasas es un problema muy delicado, 
que 11 ml ta enormemente la utilidad de t^cnicas conocidas. 
de inmovilizaci6n en el campo que comprende la. inmoviliza- 
ci6n de lipasas; v6ase J. Lavayre y otros, Preparation and 
Properties of Immobilized Lipases, Biotechnology and 
Bioengineering, vol. XXIV, pp* 1007-1013 C1982), John 
Y/iley & Sons. En tercer lugar, la combinaci6n de lipasa y 
resina cambiadora de aniones d6bil macroporosa y en partl- 
culas no se describe en la bibliograf ia indicada en* el co- 
mi enzo de este p£rrafo, y menos aiin que esta nueva combina 
ci6n d6. lugar al sorprendente efecto t6cnico con respecto 
a la interesterif icaci6n continua sin disolvente ni otro 
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agente auxiliar costoso. 

Ademds, de un artfculo de Yoshiharu Kimuira yr 
otros, "Application of Immobilized Lipase to Hydroly&Sbs fl£ 
Triacylglyceride" en Eur. J. Appl. Microbiol. BiotecfeaS- 
(1983) 17:107-112, se deduce que se ha usado una prepara- 
ci6n de lipasa inmovilizada sobre una resina cambiadora dap 
aniones para la hidr61isis de grasas. En primer lugar* 3a 
aplicaci6n principal de la preparaci6n de lipasa iruaoviii- 
zada producida por medio del m6todo segtin la invenci6n 
la interesterificaci6n, mientras que la hidr6lisis yla 
slntesis de grasas son aplicaciones menos importantes .se- 
g&n la invenci6n, que se explicardn m&s adelante con m&s 
detalle en esta nemoria descriptiva. Y en segundo lugar, 
se deduce del articulo que el rendiioiento de actividad es 
menor de l£, v6ase la tabla 1. en la pdgina 109, en cjo&para 
ci6n con un rendimiento de actividad tlpicainente superior 
a 8o£ en relaci6n a la preparaci 6n de lipasa inmoviiizada* 
producida por medio del m6todo segtin la invenci6n. Bsto cor 
firma la aseveraci6n anterior de que la inmo vi li zaci 6n de 
lipasa es un problema muy delicadp. 

La expresi6n "tamano medio de parti cula relativa 
mente grande 11 se usa con la intencidn de ref erirse al tama 
no medio, de partlcula del producto que se describe en la 
solicitudde patente Danesa n^ 563/77, y del que la mayo- 
rla de las partlculas tienen un taiaano de partlcula menor 
de alrededor de 50 micras. Se ha encontrado que la tempex-a 
tura no tiene un gran efecto en el rendimiento dela acti- 
vidad, ya que se ha mostrado experimentaliaente que el ren- 
dimiento de actividad es virtualmente independiente de la 
temperatura, en el caso en que la temp era tura durante la 
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inmovilizaci6h se mantenga entre 5 y 35 9 C# \ * 

Para no desactivar el enzima, las interesterif i- 
caciones de la t6cnica anterior se efectiian a temperatura 
relativaniente baja. Esto se hace posi"ble por la presencia 
del disolvente, que es eapaz de disolver la grasa, que po- 
drfa tener un punto de fusion relativamente alto. Se ha en 
contrado, sorprendentemente, que la preparaci6n de lipasa 
iiunovilizada producida por el mfitodo segiSn la invencifSn \ 
tiene una estabilidad suficiente en la grasa fundida a una 
temperatura relativamente m&s alta* Adem&s r la pSrdida de 
carga a trav6s de la columna de interesterif icaci6n cai*ga~ 
da con la preparaci6n de lipasa inmovilizada producida por 
el m6todo segtin la invenci6n, es suficientemente baja para 
permitir un funcionamiento uniforme. Asiiaismo, y sorpren- 
dentemente, se ha encontrado que la combinaci6n tinica de 
condiciones de contacto, resina cambiadora de iones y, p,on- 
tenido de agua genera una elevada actividad especif ica de 
lipasa en la. mezcla de grasas fundidas, contrariiasiente a 
todos los intent os. anterior es para proporcionar una prepa- 
raci6n de lipasa inmovilizada destinada al uso sin disol- 
vente. Adem£s, mientras que los procedimientos de la t6cni 
ca anterior de la clase descrita en la solicitud de paten- 
te Danesa nS 563/77 han requerido una lipasa purificada pa 
ra dar una preparaei6n utili sable de lipasa, se ha encon- 
trado sorprendentemente que la preparaci6n de lipasa inmo- 
vilizada seg\5n la invenci6n puede prepararse con base en 
un producto de lipasa m&s bien bruto, Adem£s, mientras que 
la. preparaci6n de los procedimientos de- la tficnica anterio: 
de la clase descrita en la solicitud de patente Danesa n^ 
563/77 han implicado el uso de un disolvente orgdnico para 
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dopositar la lipasa sobre el soporte, no se necesita tal 
disolvente org&nico para la obtenci6n de la preparaci6n de 
lipasa inmovilizada segtin la irivenci6n, que puede preparar 
se muy f&cilmente s6lo mezclando soporte y una disoluci6n 
de lipasa acuosa. Adem&s, mientras que la actividad de li- 
pasa se elimina fdcilmente por lavado 0 de otro modq do la * 
preparaci6ri de la t6cnica anterior de la clase descrita en 

la solicitud de patente Danesa 563/77, se ha enconrt ; x*£do 

* ■ 

que la lipasa en la preparaci6n de lipasa inmovilisada pro 
ducida por el m6todo segiin la invenci6n es prdcticamente 
imposible de separar de la preparaci6n, si no se 3omete a 
tratamientcs quimicos o fisicos adversos, por ejesiplo a con 
diciones adversas de pH y temperatura. Einalmente. se.ha 
encontrado que la preparaci<5n de lipasa inmovilizads- $?rodu 
cida por el m6todo segtin la invenci6n puede preparars'e. con 
una elevada recuperaci6n de enzima que abre la posibil-idad 
de una interesterificaci6n continua m&s barata que las in- 
teresterif icaciones de la t6cnica anterior* 

En una realizaci6n pref erida del m^todo seg\5n la 
invencifin, la lipasa es una lipasa termoes table. Con ello 
es posible una temperatura superior de interestorif icaci6n 5 
y por lo tanto una mayor productividad* Ademds, por medio 
de esta realizaci6n es posible producir una preparaci6n de 
lipasa inmovilizada que es muy adecuada para la intereste- 
rificaci6n de grasas de puntode fusi6n mis elevado. 

En una reali zaci 6n pref erida del m6todo segtin la 
invenci6n, la lipasa microbiana se deriva de -una especie 
termofilica de Mucor, especialiaente Mucor miehei. El Mucor 
miehei es un buen productor de lipasa 1,3-especifica, y 
per lo tanto puede obtenerse un buen piroducto. 
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. En una realizaci6n pref erida del mStodo seg&i la 
invenci6n, m&s del, 90J* de las pai-tlculas de la resina cam- 
biadora de aniones d6bil macroporosa tiene un tamano de 
particula de eirtre aproximadamehte 100 y 1000 mi eras, y 
pref eriblemente entre 200 y 400 micras. En este intervalo 
de tamafio de partlculas se obtiene un buen compromiso en- 
tre una' alt a actividad de interester£ficaci6n y baja p&rdi . 
da de : carga. # . ' c c t [ 

En una.realizaci6n pref erida del m6todo segiin la 
invencidn, la proporci6n entre la cantidad de la disolu- 
ci6n acuosa de lipasa microbiana y el peso de resina cambi?. 
dora de aniones d6bil corresponde a 5.000-50.000 lU/g de 
resina cambiadora de aniones (peso en seco). De este modo 
se proporciona suficiente lipasa para la resina cambiadora 
de aniones • 

* En una realizaci6n pref erida del m^todo sdg&n la 

invenci6n, la lipasa microbiana se deriva de una especie 
de Mucor termofllica, especialmente Mucor mi ehei, y el pH 
durante el contact© entre la resina cambiadora de iones y 
la disolucitfn acuosa estd entre 5 y 7» De este modo se as£ 
gura una buena uni6n entre la lipasa y la resina de cambio 
de iones, asi como una buena estabilidad y actividad. 

En una realizaci6n pref erida del m6todo segdn la 
invenci6n, el tiempo ds contacto est£ entre 0,5 y 8 horas. 
De este modo se obtiene un estado de saturaci6n con lipa- 
sa, 0 una aproximaci6n al mismo. 

En una realizaci6n pref erida del m6todo ■ seg&n la 
invenci6n, la separaci6n se efectiia por simple filtraci6n. 
Este procedimiento es simple y muy adaptable a la pr&ctica 
industrial. 
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. En una realizaci6n preferida del m6todo segtfn la 
invenci6n, el secado se efect&a hasta un contenido de agua 
de entre. aired edor de 5 y 2C$ de agua. La operaci 6n de se- 
cado puede efectuarse en vacio, en lecho fluido o por 
otros medios de secado adecuados para una operaci6n a gran 
escala. De este modo se obtiene una preparaci 6n final de 
lipasa con una elevada actividad de interesterif icaci6n. 

En una realizaci6n preferida del mdtodo seg&nlla 

I 

inyenci6n, la resina caiabiadora de aniones d£bil, en parti 
culas y macroporosa se pone en contacto con una disoluci6n 
acuosa de agente de reticulaci6n, pref eriblemente una clisjD 
luci6n acuosa de glutaraldehido, en una concentraci6n en- 
tre 0,1 y 1,0 en peso/peso, antes, durante o despu6s del 
contacto entre la resina cambiadora de aniones d6bilj-en 
particulas y jnacroporosa y la disoluci6n acuosa de lipasa 
microbiana, tras lo cual se separa la disoluci6n que\queda 
de agente de reticulaci6n. Incluso si se observa una. peque 
na reducci6n de actividad de ensima a causa del agente de 
reticulaci6n, se ha encontrado que tal tratamiento puede 
elevar la estabilidad de la preparaci6n de lipasa en medios 
acuosos para una aplicaci6n especlf ica. En relaci^n con el 
uso de la preparaci6n.de lipasa inmovilizada como agente 
de inter esterif icacidn, no hay necesidad de mejora alguna 
de la estabilidad de la preparaci6n de lipasa, ya que esta 
estabilidad es excelente por si misma en la preparaci6n de 
lipasa producida segtin la invenci<5n para esta aplicaci6n. 
Sin embargo, se ha encontrado que la preparaci 6n de lipasa 
inmovilizada producida por el ia^todo segiSn la invenci6n 
puede usarse tambidn ventajosamente para la hidr61isis de 
grasa, y para esta aplicaci6n, una mejora de la estabilidad 
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de la preparaci.6n de lipasa es un desideratum, debido pro- 
bablemente a la combinaci6n de una concentraci6n relativa- 
mente alta de agua y altas temperaturas en la mezcla de re 
acc±6n, necesaria para un proceso de bidr6lisis de grasas 
efectuado industrialmente. 

Adem&s, la invenci6n comprende el uso de la pre- 
par$ci6n de lipasa inmovilizada producida por el m£todo se 
g&n la invenci6n, que es un m6todo de interesterif icac&6& 
de grasas, en el que Unas grasas fundidas, mezcladao facul 
tativamente con 6cido graso libre disuelto, se ponen en 
contacto con la preparaci<5n de lipasa inmovilizada produci 
da por el m£todo segtin la invenci6n, sin ningCin disolvente 
ni otrb agente auxiliar costoso, o sustancialmente sin nin 
g\in disolvente ni otro agente auxiliar costoso. Los &cidos 
grasos libres, con los qize las grasas pueden mezclars£ \fa~ 
cultativamente segtin la invenci6n, no deben considerate 
como agentes auxiliares costosos. "Grasas" qui ere deqir o 
bien un triglicSrido puro o una mezcla de triglic6ridC3 de 
una o m&s fuentes* 

Adem&s, la invenci6n comprende otro uso de la . 
preparaci6n de lipasa inmovilizada producida por el m6todo 
segtin la invenci6n, que es un m6todo de hidr6lisis de gra- 
sas, en el que una emulsi6n de triglic&rido y agua se pone 
en contacto con la preparacidn de lipasa inmovilizada pro- 
ducida segtin la invenci6n, sin ningiin disolvente ni otro 
agente auxiliar costoso, o sustancialmente sin ningiin di- 
solvente ni otro agente auxiliar costoso* 

La invencidn comprende tambiSn otro uso de la 

* * * - 

preparaci6n de lipasa inmovilizada producida por el m6todo 
segiin la invenci<5n, que es un m6todo de slntesis de grasas 
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en el que una mezcla de glicerina y &cidos grasos- libres 
se pone en contacto con la preparaci6n de lipasa inmovili- 
zada producida segiin la invenci<5n, sin ningiSn disolvente 
ni otro agent e auxiliar costoso, o sustancialmente 3in nin 
giiri disolvente ni otro agente auxiliar costoso* 

La invenci6n se ilustrard por medio de los . ejem- 
plos siguientes* 

La lipasa de Mucor miehei usada en los ejehp^bs 
que siguen puede obtenerse en NOVO Industri A/S, ftovo Alle 
2880 Bagsvaerd, Dinamarea, a petici6n (como producto de s£ 
licitud de enzima SP 225) • Esta lipasa de Mucor Kiehei pue 
de obtenerse como se indica en la patente Danesa nfi 
4234/77. 

La unidad de actividad de lipasa (LU) indi'c&da 
en los ejemplos se determina como se describe en la . jiiybli- 
caci6n AF 95.1/2-GB de 3.1.83, obtenible de NOVO Industri 
A/Sy Novo Alle, 2880 Bagsvaerd, Dinamarea* 

La actividad de interesterificaci<5n de la3 prej>a 
raciones de lipasa inmovilizada se determine por medio de 
una determinaci6n discontinua basada en las reacciones si- 
guientes: 

000 + P ^ POO -5- 0 


POO * P 


POP *. 0, 


donde 0 = dcido oleico, P = dcido palmltico, y 000, POO y 
POP son grasas que contienen los dcidos grasos indicados 
en el orden que se indica, siendo 000 por tanto triolelna. 

250 mg de preparaci6n de lipasa inmovilizada se 
mezclan con 600 mg de trioleina (0,68 mmoles) y 174 iag de 
dcido palmltico (0,68 mmoles) disueltos en 12 ml de v/hite 
spirit (temp* 80-1009C) en un tubo de vidrio de 20 ml con 
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tap6n de rosea.. Los tubos se incuban en uh bafio de agua a 
409 c y se agitan durante 3/ 2 » 1 ^ 3 horas. 

La mezcla de reacci6n se enfrfa, se filtra y se 
eyapora. La cantidad relativa de 000, POO y POP se determi 
na por HPLC (cromatografla de llquidos de alto rendixaien- 
to, abrev. del ingl6s "High 2^rf ormance liquid aroniatogra- 
P^y")j y el tanto por ciento de P incorporado se calcula 
como * c 

$ de P incorporado = * de p0 ° ****** 

La. composici6n de equilibrio de la mezcla de re- 
acci6?i discontinua antes indicada es aproximadamente 4-3^ 
de POO y 10£ de POP, o sea 21jS.de P incorporado. 

'En algunos de los ejemplos siguientes, " la iiiter- 
esterificaci6n se ef ect\ia en- forma de operaci6n disc.cn;ti-- 
nua con o sin disolvente. Se ha establecido por medjiG'de 
ensayos comparatives que una preparaci6n de lipasa ijaiaovi- 
lizada, que tiene una actividad. y estabilidad de intereste 
rificaci 6n satisf actorias, demostradas por el ensayo de in 
teresterif icaci6n discontinuo, y que tiene una distribu- 
ci6n de tamanos de partlculas y una resistencia flsica ade 
cuada para un funcionamiento de la columna, funcionard sa- 
tisf act or iaiaente por operaci6n continua tambi^n en colum- 
na, con o sin disolvente, Asl, un ensayo discontinuo satis 
factorio en estas circunstancias es una evidencia de que 
puede efectuarse un ensayo en columna continuo satisf acto- 
rio con la preparaci6n de lipasa inmovilizada en euesti6n. 
E^emplo 1 . » 

: ; ■ Este ejemplo ilustra el efecto del pH durante la 

adsorci6n de lipasa de Mucor ndehei en la actividad de in- 
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•teresterificaci6n.: . 

2,0 gramos de lipasa de Mucor Miehei, 93.000 
Wg» disolvieron en 20 ml de agua, y se pusieron. en 
suspensi6n en ellos 10 graiaos de Duolite ES 562 lavada con 
agua como resina cambiadora de aniones, de peso en seco 
8,5 g. 

Se ajust6 el pH de tres de tales porciones a 
5,0, 6,0 y 7,0, respectivamente, y se mantuvieron enagita 
oi6n con agitador magn6tico durante 4 horas a unos 52c.. 

Las tres porciones se filtraron. Bespu6s de la - 
filtraci6n, la cantidad de actividad hidrolltica (LU) en 
los tres filtrados (antes del lavado) estaba entre 10 y 
17£ de'' las cantidades totales iniciales (186.000 LU). Des- 
pu6s se efectu6 un lavado con agua con una peqiiena cariti-. 
dad. de agua, y despuSs las preparaciones se secaron -d duran- 
te la noche a vacio a temperatura ambiente. 

Los resultados se resumen en la tabla que sigue. 


Contenido 


Actividad de inter 
ester lficaci<5n, 
30 rainutos 


pH de 
inmovilizaci6n 

Produccion 
g 

. de agua 

$> de 
POO 

i> de 
POP 

£ de P 
incor- 
porado 

5,0 

9,20 

9,5 

24,5 

6,2 

12,3 

6,0 

9,56 

8,2 

26,5 

6,6 

13,2 

7,0 

9,U 

8,0 

21,2 

5,2 

10,5 


Ejemplo 2. 

Tres porciones de 10 g de resina caobiadora de 
iones hfcneda, Duolite ES 562 (peso en seco 8,35 g) se pusicj 
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ron en suspensi6n' en 50 ml de agua, y se afiadid KaOH 4 N 
hasta que el pH se estabiliz6 a 6,0, Despu6s se lavaron 
con gran cantidad de agua y se escurrieron en tin embudo 
Buchner, dando* un peso escurrido de unos 16 g* 

A cada una de dos de las porciones de 10 g se le 
afiadifi una disoluci6n de 2,5 g de lipasa de Kucor Kiehei 
(actividad 93*000 LU/g) en 25 ml de agua, y el pH se ajus- 
t6 a 6,0. , r ; 

A la tercera porci6n se le aSadi6 una poroi 6n de. 
2,5 g de la lipasa de Mucor Miehei antes indicada en 50 nil 
de agua, y el pH se ajust6 a 6,0, 

- La inezcla se agit6 lentamente a temperatura am- 
biente (25 fi C) durante 2 horas. Despu6s, el llquido se sepa 
t6 por filtraci6n en un embudo Buchner, . 

Una de las porciones con 25 nil de disoluci^n. de 
lipasa se lav6 adem&s con 2 x 25 nil de agua. Las pretxsrra- 
ciones inmoviliaadas se secaron en vacio. 

Para el ensayo de interesterif icaci6n, 250 xag 
(peso en seco) de las preparaciones de enzima inmovilizadas 
se humedecieron con 20 microlitros de agua antes de la mez 
cla con el sustrato. 

Interesterif icaci6n| 1/2 hora 

^ de P incor 

Preparaci6n de lipasa # de POO $> de POP porado 
inmovilizada con. " • 


2,5 g de lipasa en 25 


ml sin lavado 


25,8 

6,85 

13,2 

2,5 g de lipasa en 
jnl con lavado 

25 

30,1 

7,65 

15,1 

2,5 g de lipasa en 
ml .sin lavado 

50 

26,8 

6,06 

13,5 
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Eate ejemplo demuestra que un lavado posterior 
con agua para 3eparar la .lipasa no ligada es esericial para 
obtener una elevada actividad de interesterif icaci6n, mien 
tras que la cantidad de agua en la que se disuelve la lipa 
sa durante la inmovilizaci6n ps de pequena importancia. . 
Ejeraplo 3 . 

50 g de resina cambiadora de zones humeda Duoli- 
te ES 562 (peso en seco, 41 5 8 g) se ajust6 a pH 6,0 y c &§ 
lavarori coroo en el ejemplo 2* 

Se iaezclaron porciones de 10,6 g de esta resina 

cainbiadora de iones htimeda (unos 5 g de peso en seco) pon 

* ■■ * * < 

cantidades diferentes de una disoluci6n al 10^ de lipasa 
de Mucor miehei (81.000 LXJ/g) segiin la tabla. 

DespuSs de la reacci6n, el liquido se separ'6 por 
f iltraci6n en un einbudo Buchner, y la preparaci6n de 'lipa- 
sa se lav6 con 2 x 25 ml de agua y se sec6 en vacio. a aire 
dedor de 975° de materia seca. 

Las muestras de 250 ing de peso en seco de prepa- 
raci6n ininoviiizada con fines de ensayo se humedeciercn . 
con 20 inicrolitros de agua antes -de la determinaci6n. 
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Siempo de re IirteresterificacidA, 


g de reaina 


acci6n, ho- 


1/2 hora 

cambiadpra 

g de disolu 

ra3 a tempe— 



£ de P 

de iones 

ci6n de li- 

ratura am- 

# de 

£ de 

incor- 

htfmeda 

pasa al 10j* 

bient e 

POO 

POP 

porado 

10,6 

12,5 

1 

26,5 

6,62 

13,3 

10,6 

12,5 

2 

27,0 

6,62 

13,4 

10,6 

12,5 

4 

28,2 

7,27 

14,3 

10,6 

25 

1 

23,5 

5,90 

11,8 

10,6 

25 

2 

29,7 

7,56 

143 

10,6 

25 

4 

31,4 

7,99 

15,8 

10,6 

50 

1 

19,5 

4,34 

9;,4 

10,6 

50 

4 

26,6 

6,73 

13,4 


Este ejemplo muestra que la dosificaci6n 6ptijaa 
de lipasa depende del tiempo de reacci6n«, 
Ejemplo 4 , -» 

Dos de las preparaciones del ejemplo 3 se ^nsaya 
ron de nue^ro variando la adici 6n de agua, es decir la urues 
tra con 12,5 g de disoluci6n de lipasa y la de 25 g* de di- 
soluci6n de lipasa, acibas con un tiempo de reacci6n de 2 
horas. El efecto del contenido de humedad en la actividad 
de interesterificaci6n se muestra en la tabla siguiente. 
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Muestra 


12,5 g 


Microlitros 
de agua ana 
dida a 250~ 
mg de peso 
3eco 

0 

20 

50 

100 


Humedad 
estimada 

en la 
muestra 

2,6 

9,6 
18,5 
29,9 


Interesterif ieaci6n, 1/2 hira 

£ de P ifl 

<?o de POO de POP corporado 


18,2 
25,6 
23,4 
15,3 


2,27 
6,55 
5,85 
3,84 


7,6 
12,9 
11,7 


25 g 


0 
20 
50 
100 


3,0 
10,0 
18,8 
30,1 


19,1 
28,6 

25,4 
18,6 


2,04 
7,65 
5,25 
4,55 


7,7 

If* 6 
12,0 

9,2 


Este ejemplo muestra que el corrtenido de hume'dad 
6pi;iiao es alrededor de 10£» 

Ejemplo 5 . '. «.">>. 

Una de las preparacione3 del ejemplo 3 se ^iisay6 
de nuevo con cantidades variables de agua adicional. Se 
us6 la muestra con 25 g &e disolucion de lipasa y 4 fcoras 
de tienroo de reacci6n. 


j fxL de agua ana Agua estima 

dida a 233 mg da en. la 
Ide peso en seco muestra, 


Interest er if icaeion, 1/2 hor 

ft. P incorporado 


0 
10 
20 
30 
40 
50 
75 
100 
150 


9,5 
13,1 
16,2 

19,1 
21,8 
24,4 
30,0 
34,9 
42,9 


£ POO 

28,0 
28,9 
27,9 
26,6 
25,0 
22,8 
19,6 
14,6 
0,44 


<t> POP 


6,57 

13,7 

7,45 

14,6 

6,46 

. 13,6 

6,96 

13,5 

6,77 

12,8 

5,20 

11.1 

4,54 

9,6 

3,88 

7,5 

0 

0,1 
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Bjemplo 7 > 

Este ejemplo ilustra el ef ecto de clases dif eren 
tes de resinas de cambio de aniones d6biles roacroporosas 
(tipo de matriz, grupos funcionales, tamano de partfcula) 
en la actividad de interesterif icaci6n discontinua de la 
preparaci6n de lipasa inmovilizada* 

En el caso de Duolite E3 562, Duolite A 561 , Duo 
lite A 7, Amberlite IRA 93, y Amberlyst A 21, 4,25 grasps 
de peso en seco de resina se lavaron con agua, se nezcla- 
con con 1 g de lipasa de Mucor miehei (93.000 LU/g), en 20 
ml de agua, ajust&ndose el pH de la me 2 da a 6,0, y haci6n 
dose girar lentamente durante 2 horas a temperatura amnion 
te. Despu6s de filtrar, cada preparaci6n se lav6 con 250 
ml de agua* En el caso de la Duolite A 378, se mezclarGn 
8,5 gramos con 2 gramos de lipasa y finalmente se la'srarbn 
con 250 ml de agua» Todas se secaron en vaclo a tenpSs^atu- 
ra ambiente. En el caso de la Duolite A 365, Duolite -J3 587 
y Dowex K7/A-1,. 4,25 gramos de peso en seco de resina se 
mezclaron con 1 gramo de lipasa de Mucor miehei (124*000 
I»U/g) en xtnos 10 ml de agua durante 2 horas, por rotaci6n 
a temperatura ambiente (sin embargo, en el caso de Lev/at it 
se usaron 0,5 g de lipasa) . Despu6s de filtraci 6h y lavado 
con 2 voltimenes de agua, las preparaciones se secaron en 
vaclo a temperatura ambiente. la caracterizaci6n de las 
preparaciones inmovilizadas se muestra en la tabla que si- 
gue. 
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Resina camt 
dora de 


la 
anidnes 


Dualite ES 962 

Duolite A 5ql 

Duolite A 7 

Duolite A 3^8 

Amber lite 
IRA 93 


Amberlyst A 


Duolite- A 335 


IIoJh rn'im 


20 


Tamafios de 
par tic. , 


Actividad en discontinue 


21 


Duolite S 58j7 
Lewatit MP 62 


DOY/EX MiVA-l 


Matriz 

Grupos 
func» 

Ada Agua 
089JC): * 

i> poo 

1/2 hora 
# POP £ de P 

inco; 

Penol-f ormal Amina 
dehido terc» 

212 - 

425 13,8 

26,7 

6,8 

13 

4 

Fenol-f ormal 

dplri fin 

Amina 

vox w# 

300 - 

1200 13,0 

14,8 

3,2 

7, 

1 

Fenol-f ormal 
dehido 

Amina 
sec* 

300 - 

1200 13, 5 

9> 5 

2.5 

■ '• 4, 

o 
0 

Poliestir6- 
nice 

Amina 
terc. 

300 - 

1100 6,3 s 

14,3 

3,3 

7i 

0 

Estireno-DVB 

Poli- 
amina 

400 - 

500 12, 2 

10,8 

2,9 


5 

Estireno-DVB 

Amina 
terc* 

425 - 

850 11,1 

10,6 

2,7 

5, 

3 

Poliestir6- 
nica 

Amnna 
prim. 

300 - 

1200 11,5 

15,5 

3,7 

. . 7, 

6 

3?enol-f orm. 

Aminas 

300 - 

1100 7,4 

25,4 

6,4 


7 

Poliestir6- 
nica 

Aminas 

300 - 

1200 13,6 

16,9 

3,9 

< I 1 1. 

2 

Estireno r DVB 

Amina 
terc. 

300 - 

1200 10,5 

21,0: 

4,9 

10, 

3 


25 


30 
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s Se afiadi6 5$» de agua antes del ensayb discontinuo 


Ejemplo 8 . 

30 g de resina cambiadora de iones Duolite de ti 
po ES 562 se pusieron en sitspensi6n en unos 75 ml de agua, 
y ol pH.se ajust6 a 6,0 con NaOH 4 No La resina cambiadora 
de iones se lav6 con agua sobre un filtro de succi6n, y el 
exceso de agua se separ6 por succi6n. La resina cambiadora 
de iones Mmeda (unos 45 g) se dividi6 en tres porciones 
iguales. 
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La prim era porci6n se mezcl6 con una . disoluci6n 
de 1 g de lipasa de Mucor miehei (210.000 LU/g) en 20 ml 
de agua con pH ajustado a 6,0. I)espu6s de la mezcla, el pK 
se ajust6 de nuevo a 6,0,. y la mezcla se dej6 reaccionar 
durante 4 horas a 5 fi C con agitaci6n magn6tica. Durante es- 
te periodo, el pH descendl6 a 5,45* la mezcla se transfi- 
ri6 a un emt>udo Buchner con unos pocos mililitros de agua, 
y se separ6 por succi6n toda la cantidad posible de disolu 
ci6n (14 ml). La resina se sec6 adem&s en.vacio hasta un 
contenido de agua de 10, 0$, Producci6n 8,27 g. 

..La segunda porci6n de la resina h&neda se mescl6 
con una disoluci6n de 1 g* de la lipasa antes indicada en. 
20 ml de tamp6n de acetato de sodio 0,1 M (pH 6,0). El.pH 
de la. mezcla se ajust6 de nuevo a 6,0 y la mezcla se deg6 
reaccionar durante 4 horas a 5 9 C con agitaci6n magn6tica. 
Durante este periodo, el pH descendi6 a 5* 83* El prcce'&i- 
miento se continu6 como se ha indicado en relaci6n con. la 
primera porci6n de la resina cambiadora de iones hifeieda, 
dando lugar a 21 ml de filtrado y 9*1° g de preparaci6n se 
ca con un contenido de humedad de 9»5^» 

La tercera pdrci6n de la resina se mezcl<5 con di 
soluci6n de lipasa como antes, pero el pH se mantuvo eons- 
tante en 6,0 durante el periodo de copulaci6n de 4 haras a, 
5 2 C, por a.dici6ri de 0,58 ml de HaOH 1' N. La mezcla se tra- 
t6 como las otras porciones, dando lugar a 28 ml de filtra 
do y 8,95 g de preparaci6n seca con 8,9^ de humedad. Los 
tres filtrados contenlan entre el 1 y el 5^ de la activi- 
dad total inicial. 

La actividad de interesterif icaci6n con 250 mg . 
de preparaci6n de lipasa inmovilizada, despufis de un tiernpo 
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de reacci6n de 30 minutos a 40^0, se indica en la tabla 
que sigue. 

Actividad de intere3terif icaci6n, 
Preparaci6n de enzima 1/2 hora 

inmovilizada # de <fo de 

- en POO POP j> de P ineorporadb 

Agua desmineralisada, 

pH_6 _ 27,4 ^6^- 13, 5 

Acetato 0,1 M t pH_6 25,4 6^5 12 y 8 

Agua desiaineralisada 
con pH estabilizado a 

6 27,7 7,0 13,9 

Se ve en la tabla que s61o hay ligeras diferen- 
cias entre las preparaciones* 
Ejemplo 9 « 

Este ejemplo ilustra los efectos de la presencia 
de dos sales en el intervalo de concentraci6n de 0-0,5 M 
durante la imnovilizaei<5n de la actividad de interesterifi* 
caci6n. ■ . 

Cinco porciones de 1,00 gramo de lipasa de LIucor 
miehei,, diaf iltradas, y secadas par congelaci6n, co# /ana 
actividad de 93*000 LU/g, se disolvieron en 20 ml d"es ; 

1) agua desmineralizada 
. 2) fosfato de sodio 0,05 K, pH 6,0 

3) ' Id. id. 0,5 H, pH 6,6 

4) cloruro id, 0,05 M 

5) Id. id. 0,5 M 

Otras cinco porciones de 5,25 gramos (peso_ en se 
co 4,25 g) de resina cambiadora de iones Duolite ES 562 se 
equilibraron con 20 ml de 1) a 5) anteriores* Despufis fie 
decantar, las disoluciones de lipasa correspondiente3 se 
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a2adieron a las particulas de resina casibiadora de iones 
htimeda ajustada a pH 6,0, y los recipientes se hicieron g£ 
rar lentamente durante 2 horas a 25 9 C. Las preparaciones 
se recogieron despu^s por filtraci<5n, y cada una de ellas 
se lav6 con 250 ml de agua desmineralizada, y se seed, des- 
pu6s en vaclo a 25 9 C (64 horas) ♦ Los resultados de la de- 
terminaoi6n de la actividad de interes terif ic&ci6n se muejs 
tran a continuaci6n: 


Produc- 


S a3/ c oncen tr ac i 6n ci6n, g # H ^O 


Ningona 


sal 


Fosfato 0,05 H 


NaCl 
it 


0,5 M 
0,05 M 
0,5 M 


4,51 
4,48 
4,57 
4,54 
4,43 



Actividad de interesterificacion, 

2/2 hora 
ft POO ft POP ft de P incorporadc 

23,1 5,7 11,5 


5,3 
5,1 
5,7 
4,6 


10,8 
10, 2; 
11,6 
9,5 


20 


25 


30 
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3E Se anadi6 H^O ha3ta un total de 10ft antes del ensayq. 


Ejemplo 10 . 

Este ejemplo muestra los efectos de alt as concen 
traciones de acetato de sodio durante la ihmovili zaci 6n de 
lipasa en la actividad de interesterificaci6n de las prepa 
racione3. 

Cinco porciones de 1,00 g de. lipasa de Mucor 
miehei, diafiltradas y secadas por congelacidn, de 93.000 
I»U/gt se disolvieron por separado en 20 nsl de los llquidos 
siguientes: . 

1) agua desmineralizada 

2) acetato de sodio 0,5 M, pH 6,0 

3) Id. id. 1,0 M. pH 6,0 
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4) acetato de sodio 2,0 M, pH 6,0 

5) Id. id.. 4,0 M, pH 6,0. 

Cinco porciones de 4,25 g (peso en seco) de resi 
na cambiadora de iones Duolite ES . 562 se lavaron y se 'equi 
libraron mezel&ndolas con las cinco djsoluciones antes in- 
dicadas, 1) a 5), y despu6s se agitaron durante 15 iainutos 
Se mezclaron las disoluciones de lipasa y las resinas cam- 
biadoras de iones lavadas correspondientes, se ajust6 el 
pH a 6,0 y se hicieron girar lentamente durante 2 horas a 
temperatura acibiente. Cada preparaci6n se filtr6, se lav6 
con 250 ml de agua y se sec6 en vacio a temperatura aiabien 
te... Se ,determin6 la actividad de interesterif ica&6n dis- 
continua de las preparaciones Jr mostr£ndose los resultados 
en la tabla siguiente. 


Cone, de Producci6n Agua des- 
acetato despu^s del pu6s del 


(M) 


secado (g) secado(^) 


Filtrado 
• Act. 


Actividad- -de ir .teres- 
rif icaci6a disc onti- 

nua, ' !#2 hcra 
i>. de '/S de f c e ? ij 
POO POP coBporad' 


0 

0,5 
1,0 
2,0 
4,0 


4,81 
4,67 
4,72 
4,73 
4,75 


7,8 
8,0 
9,6 
9,1 
.10,4 


5,2 
5,8 
5,8 
5,8 
5,6 


51 
64 
71 
55 
69 


22,2 5,7 

20,1 4,7 

18.8 4,3 

27.9 7,3 
19,8 4,7 


11,2 
9,8 

9,1 
14,2 
9,7 


=e Actividad en tanto por ciento de. la cantidad . total iriiciajl 
(93.000 LU) • 


Ejemplo 11 . 

Este ejeinplo ilustra la inraoviJ.izaci6h de lipasas 
microbianas distintas de la lipasa de tev.cor raiehei: 
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Se inmoviliz6 lipasa de Pusarium oxysporum, pre- 
parada como se describe en la solicitud de patente Danesa 
n$ 2999/84, EJemplo 23, mezelando 6,72 g de lipasa de 
88,000 LU/g y 4,25 g de materia seca de resina cambiadora 
de iones Buolite ES 562, lavada y de pH ajustado, en 25 wl 
de agua a pH 6,0, y por rotaci6h a temperatura ambiente du 
rante 2 -boras, Despuds se efectu6 el lavado con 2 x 25 ffil 
de agua, y secando en vaclo se obtuviercn 4,93 g de prepa- 
raci6n con un contenido de agua de 8,1$. 

La actividad que qued6 en el filtrado total co- 
rrespondla a 18£ de la actividad original. 

Se obtuvo estearasa de Aspergillus niger por ul- 
trafiltraci6n del producto comercial Palatase de NOVO*; 15 
ml de PALATASE de 2790 LU/ml se inmovilizaron sobre 4,25 g 
de ES 562 como se ha descrito antes, con lo que se cbtuvie 
ron 4,77 g de preparaei6n inmovilizada con 7,6^ de agua. 
El filtrado contenia 13$ de la actividad (LU) original*. 

Se. inmoviliz6 de modo similar lipasa de Candida 
cylindracea, de Amano (tipo OP) mezelando 4,25 g de 3$ 562 
con 1,40. g de lipasa Amano OP en 15 ml de agua de pK-6,0. 
La producci6n fue de 4,62 g de preparaci6n inmovilizada 
con 6,5?S de agua y quedando 0,2jS de la actividad en el fil 
trado . 

Las tres preparaciones se caracterizaron como si 


gue: 


1) Por la determinaci6n o ensayo discontinue es- 
t£ndar a 402C. . 

2) Por inter esterif icaci6n discontinua de trio- 
lelna (0C0)/dcido decanoico (D) sin disolvcn- 
te a 60CC, usando 3,0 g de 000, 0,600 g cie I) 
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y 250 mg de preparaci.6n de lipasa seca hidra- 
tada a alrededor de 1C$ de agua. 
Con fines de coiaparaci6n, tambi£n se indican los 
resuTtados de una preparaci6n de lipasa de Mucor miehei, 
como la descrita en el ejemplo 13: 


. ' Carga 
lapasa wmo eBtiau 

vilizada LU/mg 


000/P/disolvente, 4-0$ 000/D S 60S 

Tieapo (h) • #P inoa Tiempo (h) #D 


Fusarium 
oxysporuia 

Aspergillus 
niger 

Candida 
cylindracea 

i 

Mucor 
miehei 


11 
8 

30 
30 


0,5 


8,0 


4,4 


8,9 


14,7 


17 


17 


17 


5j 


13i 


Para lograr una me j or comprensi6n de los eoe'xu- 
plos anteriores, se hace referencia a la tabla siguiente. 

Estos ejemplos ilustran la influencia de los fao 
tores que se indican en la actividad de interesterif i.ca- 
ci6n de las preparaciones de lipasa inmovilizada prepa'ra- 
das por el m6todo segiSn la invenci6n. 
E.jemplo fls Factor que se estudia • 


1, 8 


PH 


2 


Lavado posterior 


Carga de lipasa. en relaci6n con el tiempo de 
reacci6n • • 


Am 5 


tanto nor ciento de agua 


tamafio de parti culas 


8-10 


tipo de resina 


fuerza i6nica en la disoluci6n cle lipasa 


11 


roicroorgani s nip fuente de lipasa 
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Para demostrar la utilidad de.la preparaci6n.de 
lipasa irunovilisada preparada por el m6todo seg6n la inven 
ci6n, se us6 una preparaci6n de lipasa inmovilizada produ- 
cida por el m6todo segtin la invenci6n, como se indica m&s 
adelante, en una inter est erificaci 6n continua de grasas 
sin uso de disolvente ninguno ni otros agentes auxiliares 
costosos, como se describe en el ejemplo 12 que sigue* 
Ejemplo 12 . 

Este ejemplo ilustra la intere3torif icaci6n con~ 
tinua de grasas sin disolvente ni otros agentes auxi.liares 
costosos, usando una preparaci6n de lipasa inmoYilizada 
producida por el m6todo seg\5n la invenci6n, en un reactor 
de lecho relleno.. 
Inmovilizaciftn 

2,20 gramos de lipasa de Kucor miehei (81. COO 
LU/g) se disolvieron en 20 ml de agua, se mezclaron. &0'n 10 
gramos de resina cambiadora de iones Duolite ES 562 , lava- 
da (8,5 g de peso en seco), siendo m&s del 8o£ de las par- 
tlculas de entre 200 y 400 mi eras ♦ El pH de la mezcla se 
ajust6 a 5,0, y se de;j6 6sta 4 boras a 5^C con agitaci6n 
magn6tica. Despuds de filtrarla y iavarla con una peouena 
cantidad de agua, la preparaci6n se sec6 en vacio a tezape- 
ratura ambiexrte. La producei6n fue de 9,05 gramos, que con 
tenian 9,35© d ^ agua. La actividad que qued6 en el filtrado 
era de 8£ de la cantidad inicial total. La actividad de in 
teresterificaci6n discontinua era de 30, 6# de POO, 7,7^ de 
POP a la media hora, 6 15,3 de P incorporado. 
Ensayo en column a 

2 gramos de esta preparaci6n de lipasa inmovili- 
zada se.colocaron en una columna, y se hizo pasar continua 
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mente a 602C un sustrato exento de disolvente que constaba 
de aceite de oliva/dcido palmftico en 1st propdrci6n de 
2,5:1 en peso/peso. El rendimiento de la preparaci 6n de li 
pasa se muestra en la tabla que sigue. 


Muestra/ tiempo 

Caudal, 

gTG/h/g 
de enzima 

Composici6n 
i> de <f> de 
000 POO 

(HPLO) 
j£ de 
POP 

Conversi 
£ (GLC 

Aceite de oli- 
va/ inieiaci6n 


42,3 

22,5 

3,8 

0 

17 horas 

5,7 

30,5 

30,1 

11,6 


208 1/2 hora . 

2,5 

33,8 

28,8 

8,6 

28 

233 " 

- » 

0,61 

22,2 

34,8 

16,5 

67 

475 " 

1,8 

35,1. 

28,8 

8,7 

.28 

Equilibrio 
(discontinuo) 


17,4 

36,0 

20,6 

100 


Leyenda: TG = triglic&ridos; g enz» = gramos de lipfe'sa in- 
movili2ada. 

El ^ de P incorporado se determina por GLC de 6s 
teres de metilo de &cid03 grasos. 

Conversi6n x = (j5 deP-ji de p p^^ de P eq ~ ^ de P 6^ 

P A y P son c jo de P incorporado en el sustrato. de aceite 
0 eq 

de oliva (P n ) y en la mezcla de TG en el equilibrio *(P)# 
u eq 

Comentarios . • 


Con base en los datos de 208 1/2 y 475 horas, la 
extrapolaci6n a la iniciaci6n en gr£fico semilogaritmico 
indica una actividad inicial (caudal) de 3,2 g deTG/h/g* 
de/enzima con un grado de conversi6n correspondiente x = 
28j?. Una estiioaci6n de la vida media (semiperiodo) es do 
500-600 horas a 60£C sin disolvente y aceite de oliva/P = 
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2,5:1 (peso/peso). No se ban observado problemas de perdi- 
da d© carga. Un intento anterior de hacer pasar un sustra- 
to similar a traves de lipasa adsorbida sobre Celite, de 
la clase descrita en la solicited de patente Danesa n2 
563/77 en una columna, f ue imposible de ef ectuar. 
E.jemplo 13 » 

Este ejemplo ilustra una prpducci6n a escala de. 
instalaci6n piloto de una preparaci6n de lipasa inmoviliza 
da en una columna, y la aplicaci6n de esta preparaci 6n a 
una interesterificaci6n eontinua en una columns con sustra 
to a 60 y a 70?C, sin disolvente. 

I nmovili zaci 6n . 

6,0 kg (8l£ de materia seca) de resina cambiado- 
ra de iones Duolite ES 562 se acondicionaron segun las ins 
trucciones del fabrieante (Inf ormaci6n Tecnica Duolite 
0110A). Esto implica un ciclo acido-base y en este cas'o 
tambien un lavado con etanol (para asegurar la maxima -"pure 
za en el tratamiento de alimentos). El pH se-ajust6 a 6,0 
en tamp6n de fosfato 0,1 VI »■ La suspensi6n se introduce en 
una columna y la resina estabilizada (18 1) se lav6 con 72 

1 de agua. . 

18 1 de lipasa de Mucor miehei (10,100 LD/otI) 
con pH ajustado a 6,0 se recircularon a 30 1/h durante 6 
[boras con control de pH. Despues de uh- desplazamiento con 
20 1 de agua, un yolumen .combinado de 37. 1 con tenia 126 
lui/ml, que corresponden a un rendiniento de inmovilizacion 
I de 97£. La columna se lav6 adenas con otros 20 1 de agua y 
la preparaci6n se sec6 a vacio a tempera tura ambiente, con ( 
| lo que se obtuvicron 6.0 kg (97£ de materia seca) de props 
raci6n de lipasa inmovilizada. La actividad de interesteri 
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ficaci6n discontinue era do 30,25b de POO, 6,9$ de POP a- la 
1/2 hora, o bien 14, 7^ de P. . 

Experimento de aplicaci6n nM.' 

4,0*g de la preparaci6n de lipasa inmovilizada 
se introducer on en una columna con camisa de agua con un 
di&netro interno de 1,5 cm. La temperatura en la columna 
se mantuvo a 60?C : . Un sustrato de aceite de oliva/dcido de 
canoico con una composici&i de 2,5/1 (peso/peso) se tombed 
a trav6s de una columna previa que contenia 30 g de Jtaoli- 
te S 561 saturada .con, 21 mi de agua sometida a camtdo de . 
iones, y despu6s a trav6s de la columna principal que con- 
tenia la preparaci6n de lipasa inmovilizada. El caudal se . 
contrcil6 para mantener la composici6n del producto de sali 
da en un valor correspondiente a una conversi6n de alrede- 
dor de 65^, es decir 23£ de BOO en el triglic£rico final 
(D00 significa un triglic6rido con una unidad de. dcidjo .de- 
canoico (en posici&n exterior) y dos unidades de £c:Ldo 
oleico). 

Suponiendo que la di sminuci 6n de la actividad de 
la lipa9a inmovilizada sigue una reacci 6h de primer orden, 
la vida media o semiperiodo puede estimarse en 3200 boras* 
Con una actividad inicial de 2,4 g de triglic6rido/hora/g 
de preparaci6n de enzima, la productividad es aproxisiada- 
mente 8,3 Ton. de triglic6rido/kg de enzima, suponiendo un 
tiempo de funcionamiento de dos semiperiodos. En la Fig. 1 
se representa grdficamente el logaritmo del caudal en fun- 
ci6n del tiempo. . " 
Experiinento de aplicaci6n n2 2. 

Se ef ectu6 el mismo experimento que el n£* 1, a 
702C en lugar de a 602C. 


.29094 
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Se encontr6 que la vida media o semiperfodo era 
de 1300 horas y la actividad inicial de 2,3 g de triglic6- 
rido/hora/g. de preparaci6n de enzima, que corresponde a 
una productivi'dad de 3,2 toneladas de triglic^rido/kg de. 
preparaci6n de enzima* El logaritmo del caudal se represen 
ta gr&ficamente f rente al tiempo en la fig. 2. 
E.jemplo 14 * 

Este ejemplo ilustra el potencial de una prepara 
ci6n de lipasa inmovilizada producida seg*in la invenci6n, • 
para la interesterif icaei6n continua de una mezcla de trir- 
glic&ridos de alto punto de fusi6n compuesta de sebo de va 
ca y aceite de sbja sin disolvente ni otros agentes avixi- 
liares. Otros procedimient03 similares pueden ser dtil^s 
para la preparaci6n de grasas especiales sin usar hidroge- 
naci6n o interesterif icaci6n xjulmica, y adecuadas para mar 
garana o productos relacionados. 

|lnmovilizaci6n. — 

19,8 gramos de resina cambiadora de iones Duolite 
A 561 htimeda (86,0£ de materia seca), con m&s de 80jS de 
las partlculas de un tamafio entre 400 y 850 micras, se.ajus 
t6 a pH 6,0 en suspensi6n acuosa y se lavaron con aguai Se 
[mezclaron con la resina 50 ml de lipasa de Hucor midhei 
i(7400 LU/ml, 8£ de materia seca) y el pH se ajust6 <3e nue- 
vo a 6,0. Despu^s de agitar durante 2 horas a temperatura 
ambiente, filtrar y lavar con 2 x 50 ml de agua, la prepa- 
raci6n se sec6 en vacio a temperatura ambiente. la produc- 
ci6n fue de 19,2 gramos que contenian 8,5^ de.agua. La ac- 
tividad que qued6 en el filtrado era del 34# de la canti- 
dad total inicial. La actividad de interest erificaci6n dio 
continua era de 25, 4^ de POO, 6,C>/, de POO a la 1/2 hora, o 
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bien 12, 5£ de P. inc. 

Andlisis de la reacci6n de interesterificaci6n. 

Se obtuvieron sebo bianco de vaca. y aceite de so 
ja reciente y refinado del mercado local.. El sustrato se 
componla de 1,5 partes de sebo de vaca y 1 parte de aceite 
de soja, que se mezclaron a 702C. Se afiadi6 antioxidarite 
BHT en uiia concentraci6n de 0,1^. Para caracterisar los 
componentes individuales y seguir la reacci6nte interested 
rixicaci6n, se us6 HPLC (cromatog* de liq. de alto rendi- 
iniento) para analizar la coinposici6n de triglie6ric!o de 
los componente3 del sustrato, la mezcla inicial y la mez- 
cla interesterificada, Se ef ectu6 una rcacci6n discontinua 
inicial con 2,75 gramos de preparaci6n de.lipasa de teu*cor 
miehei inmovilizada, 24 gramos de sebo, y 16 gramos de 
aceite de soja, durante 16,5 horas a 65 9 C. la HPLC mostr6 
que la proporci6n de triglic^rido de LPO a LLL (L: lino- 
leico, P: palmitico, 0: oleico) en la mezcla aument6 de 
0,62 a 1,16, estando probablemente esta tiltima cif ra pr6xi 
ma a la proporci6n de equilibrio. 

P ropiedades de fusi6n de la mezcla interesterif icsdsu 

El cambio en las propiedades de fusi 6n a eausa 
de la interesterificaci6n se analiz6 por dilataci6n seg&n 
el mStodo oficial de la IUPAC (IUPAC: M6todos estdnclar pa- 
ra el andlisis de aceites, grasas y derivados, 6$ ed., m6- 
tpdo ne 2.141 (1979) )♦ Los resultados se muestran en la ta 
bla que sigue, con una mezcla correspondiente no intereste 
rificada de sebo de vaca y aceite de soja (1,5:1) como re- 
fer encia. 
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Temperatura, $c 


Dilataci6n, 

(inicrol/g d © 
grasa) 


Mezcla no inter 
esterif icada 


Mezcla inter es- 
terif icada 


0 ,20 25 30 35 , 40 


30,8 


16,5 


22,9 


4,9 


18,7 


4,9 


14,6 


3,1 


11,2 


0,6 


6,5 


45 


Ensayo en columna* 

Un sistema de pequena coluana termoestabilisada 
se hi zo funcionar durante 2 dlas para ilustrar un procedi- 
miento continuo* 4«0 gramos de la. preparacifci de lipasa in 
movilizada descrita se colocaron en una columna. Se us6 
tambi6n una colvmma previa que contenla 5 gramos de resina 
Duolite A 561 htimeda (50j£ de materia seca). Se hizq pa,sar 
coirtinuaciente a trav^s del sisteoa de columna, a 67&C, Vttia 
mezcla de sebo de vaca/aceite de soja en la proporcidn de 
1,5:1 en peso/peso* El rendimiento de la. preparaci6n d<e li 
pasa inmovilizada se muestra en la tabla que sigue: . . 


?<lue 3 tra/ti empo 

Sebo/aceite soja-sus- 
trato (18 h) 

Product o de 18 horas 

Producto de 41 horas 

Equil. (discont.) 


Caudal, 
g de TG/h/ 
g de enzirca 


2,10 
1,63 


Coiaposici6n C'onversi6i 


LPO/LLL 

0,65 
0,90 

. 0,93 
• 1,16 


6 aoroxe 
52 
54 
100 


Ejemplo 15 > 

Este ejemplo ilustra la aplicaci6n de lipasa in- 
movilizada seg&i la invenci6n a la Mdr61isis de grasas, 

A una mezcla 1:1 de sebo de vaca puro y agua, 40 
gram cs de cada uno, se le axiadi6 lipase, imnovilizada, pro- j 
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parada como se ha descrito en- el ejemplo 13, en'iina canti- 
dad correspondiente a 100 LU/g de grasa, 6 0,13 gramos de 
preparaci6n de lipasa inmovilizada, suponiendo una carga 
de 30.000 LU/g de lipasa inmovilizada. Se logr6 una raezcla 
eficaz por agitaci 6n magn6tica a 48ec. El valor inici&l de 
pH de la fase acuosa se ajusitf a 8,0. Al cabo de 4 dlas el 
enzima se separ6 y la fase do grasa se analiz6 para deter- 
minar el grado de hidr6lisis (DE, abreviatura del ingles 
"degres of hydrolysis")* Se ef ectuaron ensayos por duplioa 
do. El enzima imnovilizado recuperado se us6 para un expe- 
riment 2*, y se efectu6 tin experimento de comparaci6n con 
lipasa soluble, anadida tambl6n en una cantidad correspon- 
diente a 100 LU/g de grasa. En este caso la fase acuosa se 
us6 para el experimento 2** Se ef ectuaron tres ensayos con 
la lipasa soluble. 

Los resultados fueron loa siguientes: 



Muestra 

i> cle 

DH S 

4 alas, 4€>2C 

Pret>araci6n 

ns 

Exp. 

1' 

Exp. 2' 

Lipasa inmovilizada 

1 

30 


" -31 

2 

35 


. '37 

Lipasa soluble 

1 

61 


5 


2 

55 




3 

46 


7 


El valor del pH descendi6 a alre.dedor de 6,8 con 
la lipasa inmovilizada y a alrededox* de 6,3 en el experi- 
ment IV y a alrededor de 7,4 en el experimento 2* con la 
lipasa soluble. El i> de DH se calcul6 dividiendo el indice 
cfe acidez entre el indice de saponif icaci6n. 
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J extos de las f iguras 

Fig. 1: Eje de ordenadas 

Eje de abscisas 
Pig. 2: Eje de ordenadas 
Eje de abscisas 


g. de sustrato/hora 
horas 

g„ de sustra*fco/hora 
horas. 
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- REIVINDICACIONES - 


Los pantos de invencidn propia y nueva que 
se pres'entan para que sean objetq de esta solicitud de 
Patente de Invencidn en Espana, por VEINTE anos, son los 
que se recogen en las reivindicaciones siguientes: 

1^*- M£todo para hidrolizar grasas, en el 
que se pone en contacto una emulsidn de triglic&rido y 
agua con una preparacidn de lipasa iruaovilizada producida 
poniendo en contacto una soluci<5n acuosa de la lipasa mi- 
crobiana con una resina de cambio ani<5nico ddbil roacropo- 
rosa yf en forma de particulas que coritiene grupos amino 
primario y/o sequndario y/o terciarios y que exhibe, un 
tamano de partlcula medio relativamente grand e adecuado 
para la operaci<5n en columna sin ninguna calda de presi6n 
excesiva, en condiciones, en las cuales la lipasa se'uhe 
a la resina de cambio anidnico. durante un periodo de titm^ 
po suficiente para f ijar la cantidad deseada de lipasa 
a la resina de cambio anidnico, tras lo cual la lipasa., 
inmovilizada as! f ormada se separa de la f ase acuosa y 
la lipasa inmovilizada separada se seca hasta un conte r 
nido de agua de entre aproximadamente 2 y 40J&; realii&i^- 
dose la reacci<5n de hidr<5lisis sin ningdn disolvente -u 
otros agentes auxiliares costosos o sustarcialment e sin 
ningdn disolvente u otros agentes auxiliares costcsos. 

2^.- M6todo seg&n la reivindicaci6n 1^, en 
el que la lipasa es una lipasa termoestable . 
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3^.- Mdto&o segiSn la reivindicacidn 1^ d 2^, 
en el que la lipasa microbiana se deriva de una e specie 
de Mucor termdfila, especialmente Mucor miehei . 

4-.- Mdtodo segun las reivindicaciones 1§ a*^ § , 
en el que mds del 90^ de las partfculas de la resina de 
cambio anidnico ddbil y macroporosa tiene un tamaiio de 
partlculas entre 100* y 1000 micrdmdtros, pref eriblemente 
entre aproximadamente 200 y 400 micrdmetros. 

5*.- Mdtodo de acuerdo con las reivihdicacio- 
nes is "a 4^» en el que la proporcidn entre la cantidad 
de la solucidn acuosa de la lipasa inicrobiana y el peso 
de la resina de cambio anidnico ddbil corresponde a 5000- 
-50000 unidades de lipasa/ gramo de resina de cambio idni- 
co (peso seco) . 

6§.- Mdtodo segun la reivindicacidn 3-> en el 
que el pH durante el contactc entre la resina de cambio 
idnico y la solucidn acuosa estd entre 5 y 7* 

7§.- Mdtodo de acuerdo con las reivindicacio- 
nes 1^ a 65, en que el tiempo de contacto esta entre 0,5 
y 8 horas. 

8^.~ Mdtodo de acuerdo con las reivindicacio- 
nes 15 a 7^, en el que la separacidn se realiza por simple 
filtracidn. 

9^*- LIdtodo de acuerdo con las reivindicacioo- 
nes 1^ a 8§, en el secado se realisa hasta un contenxdo 
de agua entre 5-y.20jJ. 

10§.- Mdtodo segun las reivindicaciones 1^ a 
en el que la resina de cambio anidnico ddbil macropo- 
rosa y en forma de particular se re tine con una solucidn 
acuosa de un agente reticulante, pref eriblemente una solu- 
cidn acuosa de glutaraldehido en una concentracidn entre 
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0,1 y 1,0J* en peso/peso, antes, durante o despu^s del con- 
tacto entre la resina de cambio anidnico d£bil macroporoso 
y en forma de partfcula y la solucidn acuosa de la lipasa 
microbiana, tras lo cual se separa la soluci(5n restante 
de agentes de reticulacidn. 

IIS.- "MET0D0 PARA HIDR0LI7.AR GRASAS" . 

Tal y como se ha descrito en la Memoria que 
antecede, representado en los dibujos que se acompanan y 
con los tines que se han especif icado . 

Esta Memoria consta de treinta y onho hojas.. 
escritas a mdquina por una sola cara. 


Madrid, 
P. A. 
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